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Wstep

Azot jest glownym pierwiastkiem budulcowym biatek komoérkowych. W tkance migkkiej
fitoplanktonu okreslono ze jest Srednio 16 atomoéw azotu na 1 atom fosforu i na tej podstawie
wyznaczano stosunek 16N:1P w materii organicznej - okreslany mianem wskaznika
Redfielda. W przypadku fitoplanktonu oraz roslin zielonych, sktadniki pokarmowe pobierane
sg w postaci nieorganicznych jonéw oraz w przypadku cyjanobakterii, waznym procesem jest
biologiczne wigzanie azotu atmosferycznego (N2). Do form nieorganicznych azotu mozna
zaliczy¢: azotany Il (NO2"), azotany V (NOz3") oraz jony amonowe (NH4"). Nalezy nadmienié,
iz zwigzki azotu w znacznej mierze przyczyniaja si¢ do intensyfikacji procesu eutrofizacji w

obszarach morskich.
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Rys.1. Uproszczony schemat cyklu biogeochemicznego azotu w §rodowisku morskim

Gtowne zrédlo azotu w ekosystemie morskim: emisja do atmosfery tlenkéw azotu powstatych
podczas transportu oraz w procesach spalania biomasy czy kopalin i w konsekwencji

depozycja w morzach i oceanach, a takze nawozy sztuczne doptywajace wraz z sptywem
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powierzchniowym i doptywem czy tez zrzuty nieoczyszczonych scickow w  strefie
przybrzezne;.

Azot w srodowisku morskim ulega wielu procesom przedstawionym na Rys. 1. Przyktadowo
azot gazowy moze by¢ uwolniony w procesie redukcji azotandéw (III i V) zwanym
denitryfikacja. Innym procesem powodujacym rowniez powstanie azotu gazowego jest
anamoks, czyli beztlenowe utlenianie jonéw amonowych. Natomiast tlenowe utlenianie
jonéw amonowych tzw nitrifikacja prowadzi do powstania azotanow (V).
Stezenia zwigzkow azotu w wodach charakteryzuje zmienno$¢ sezonowa, podyktowana
okresem wegetacyjnym, a takze wielkoscig tadunkow wprowadzanych do obszaréw morskich
wraz z wodami rzek (Zalewska i in. 2015). Poza zmienno$cia sezonowg obserwowana jest
zmienno$¢ stezen zwigzkdw azotu w profilu pionowym kolumny wody oraz wraz z
odlegloscia od linii brzegowej. W przypadku strefy brzegowej wzrost stezen w pordwnaniu
do obszaréw otwartego morza, jest obserwowany ze wzgledu na blisko$¢ zrodet doptywu tych
substancji.

Mato poznanym dotad Zrédlem azotanow dla Srodowiska morskiego jest doptyw wod
podziemnych. Podczas doptywu wodd podziemnych do srodowiska morskiego dochodzi do
mieszania si¢ wody podziemnej z woda morskg w osadzie dennym. Powstata w wyniku
mieszania woda to woda wysigkowa, ktora w okreslonych warunkach wydostaje si¢ z osadu i
moze by¢ zrodlem wielu substancji chemicznych w tym azotanéw Il i V dla $rodowiska
morskiego. Woda ta ma skfad rézny zarowno od wody gruntowej jak 1 morskiej i z tego
powodu przygotowano metodyke dedykowang do oznaczenia azotanow Il 1 V w tej wlasnie

wodzie, z szczegolnym uwzglednieniem samego pobrania probek do analizy.

Zakres stosowania metody

Do analizy sumy jondéw azotanowych IIl i V w probkach wody wysigkowej opracowano
metod¢ z wykorzystaniem metody spektrofotometrycznej przygotowanej przez firm¢ Hach-
Lange, ktora nalezy do metod rekomendowanych przez HELCOM. Metoda to modyfikacja
metody dedykowanej do wod stodkich do analizy N-NO, + N-NO3z w zakresie od 0,7138 do
35,690 pmol/dm®. Metoda ta opiera si¢ na zaleznosci absorbancji roztworu i stezenia
substancji barwnej. W celu wykonania oznaczenia wybrany jon przeprowadza si¢ do
barwnego kompleksu. Techniki spektrofotometryczne definiowane sg przez prawo Lamberta-

Beera:
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A=c-c-1
gdzie:
¢ - wspotczynnik absorpcji [dm®-mol™-cm™]przy dhugosci fali A[nm],
| - grubos¢ warstwy absorbujacej,

C - stezeniem analitu w badanym roztworze.

W przypadku, gdy badana substancja speinia powyzsza zalezno$¢, absorbancja wyrazana jest
jako liniowa funkcja stezenia danego analitu:

A= f(c)
Zatem absorbancja jest proporcjonalna do grubosci warstwy absorbujacej, jesli wiagzka

promieniowania monochromatycznego przechodzi przez jednorodny o$rodek absorbujacy
(rys.2.).

Zrédlo Badan
promieniowania Monochromator y Fotodetektor Miernik
: roztwor
cigglego

Rys.2. Schemat oznaczania substancji w metodzie spektrofotometrycznej UV-VIS

Jezeli w badanym roztworze znajduje si¢ kilka sktadnikow, oznaczanie spektrofotometryczne
mozna wykona¢ poprawnie tylko wtedy, gdy spelnione jest prawo addytywnosci absorbancji,
wg ktérego absorbancja mieszaniny jest réwna sumie absorbancji poszczegodlnych
sktadnikow, a absorbancja pojedynczego sktadnika jest taka, jakby tylko on jeden znajdowat
si¢ w badanej prébcee.

Bardzo matle stezenia substancji barwnej w roztworze sg oznaczane z duzym btedem, gdyz
przepuszczalno$¢ roztworu badanego jest podobna do przepuszczalno$ci roztworu odniesienia
1 najczesciej bliska 100 %. W przypadku intensywnie zabarwionych roztworow tylko mata
cz¢$¢ promieniowania przechodzi przez roztwor, co powoduje zwickszenie btedow wynikow
pomiaru. W celu wyboru najkorzystniejszego stezenia warstwy absorbujacej nalezy znalez¢
takie wartosci A(T), aby przy danym btedzie AA (AT) blad wzgledny wyznaczenia stezenia
Ac/c byl najmniejszy.
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Powyzej opisana metoda ma zastosowanie do oznaczania zawartos$ci $ladowych oraz do
oznaczania czystosci gldwnego skladnika oraz wytyczonych substancji w probkach
srodowiskowych — w tym w wodach wysigkowych, po ich uprzednim przygotowaniu do
analizy.

Zakres metody stosowany jest do pomiaru stezen odpowiednio dla jonéw azotanowych (I11)

0,7138-35,69 pmol/dm?.

Zasada metody

Spektrofotometryczne oznaczenie sumarycznej zawarto$ci jonow azotanowych V opiera si¢ w
poczatkowej fazie na reakcji redukcji kadmem do azotanow III oznaczaniu
kolorymetrycznym azotanow III. Nastgpnie podczas reakcji diazowania jon azotanowy llI
reaguje w kwasnym Srodowisku z kwasem sulfanilowym, tworzac posrednia s6l diazoniowa.
Powstata sol taczy si¢ z kwasem chromotropowym, tworzac rozowe zabarwienie badanego
roztworu.

Intensywno$¢ powstatego roézowego zabarwienia jest proporcjonalna do zawarto$ci
sumarycznej jonu azotanowego Ill, jest mierzona metoda spektrofotometryczna,

fotokolorymetryczng lub jest oceniana wizualnie.

Okreslenia

Substancje i czynniki interferujgce

W oznaczaniu joné6w NO3z™ do substancji i czynnikow przeszkadzajacych mozna zaliczy¢:
wapn > 100 mg/dm?, jon chlorkowy powyzej 100 mg/dm® powoduje zanizenie Wyniku
(analiz¢ mozna przeprowadzi¢ przy wysokim stezeniu jondw chlorkowych - woda morska),
jezeli kalibracja jest przeprowadzana dla wzorcow wody morskiej), zelazo interferuje na
wszystkich poziomach st¢zen, azotyny interferuja na wszystkich poziomach — ich obecno$¢
mozna kompensowaé¢ dodajac kroplami do probki roztwor wody bromowej o stezeniu 30
g/dm® do momentu utrzymania sie zoltego zabarwienia lub dodajac jedna krople roztworu
fenolu o stezeniu 30 g/dm3 aby usunaé¢ kolor. Réwniez do interferencji nalezy zaliczyé:
wysoce zbuforowang probke lub ekstremalne wartoéci pH - nalezy poddac¢ korekcji poprzez
dodanie odpowiednich odczynnikow, metnos¢, barwe, obecno$¢ substancji silnie

utleniajacych i redukujacych.
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W przypadku oznaczaniu jonéw NOz™ do substancji i czynnikoOw przeszkadzajacych mozna
zaliczy¢: jony antymonowe — interferujg poprzez wytrgcanie, jonu zlota — interferuja poprzez
wytracanie, jony srebra — interferuja poprzez wytracanie, jony bizmutu — interferujg poprzez
wytracanie, jony chloroplatynianowe — interferuja poprzez wytracanie, jony miedzi zanizenie
wyniku analizy, jony zelaza — zanizenie wyniku analizy oraz interferuja poprzez wytracanie,
jony olowiu interferuja poprzez wytracanie, jony rteci interferujg poprzez wytracanie, jony
metawanadanowe interferujg poprzez wytracanie, rOwniez wysoki poziom st¢zenia azotanow
(oznaczanych jako N >100 mg/dm®) wydaje si¢ ulega¢ niewielkiemu zmniejszeniu
w stosunku do azotyndéw, spontanicznie lub podczas pomiaru, rOwniez na tym poziomie
mierzalne sg niewielkie ilo$ci azotynow. Substancje silne utleniajace i redukujace interferuja
na wszystkich poziomach.

Wykonujac analize nalezy zachowac¢ szczegolng ostroznos¢!!!

W  przypadku wykonywania oznaczenia nalezy zachowaé szczegdlng ostrozno$e,
ze wzgledu na narazenie dziatania kadmu. Informacje dotyczace bezpiecznego postgpowania i
usuwania odpadoéw znajdujg si¢ w karcie charakterystyki. Nalezy przestrzega¢ wszystkich
przepisow dotyczacych utylizacji 1 przechowywania odpadow niebezpiecznych.

Ta metoda jest wrazliwa na technike. Zar6wno czas wytrzgsania, jak i technika mieszania
wplywaja na rozwoj barwy. Nalezy dopasowaé czas wytrzasania do probki. Osad powstaly z
nieutlenionego metalu podczas reakcji, pozostaly na dnie probowki, nie wpltywa na wynik
pomiaru. Ze wzgledu na obecno$¢ kadmu w stosowanych odczynnikach, nalezy niezwlocznie
po uzyciu przeplukaé kuwetg oraz probowke,

aby usuna¢ czasteczki kadmu. Pomierzone roztwory nalezy podda¢ odpowiedniej utylizacji.

Biledy analityczne

Gloéwne bledy analityczne podczas oznaczania sumarycznej zawartosci jonéw azotynowych i
azotanowych, w wodach wysiekowych wynikaja miedzy innymi
Z podstawowych ograniczen praw Lamberta-Beera, mozna do nich zaliczy¢ przede wszystkim
inne oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego. Z kolei do czynnikow
chemicznych, ktore to powoduja odchylenia od prostoliniowego przebiegu absorbanciji,
nalezy zaliczy¢ mozliwe zachodzenie w badanym roztworze, wplywajace na wilasciwosci
optyczne badanej cieczy, reakcje kompleksowania, dysocjacji, asocjacji, polimeryzacji,

solwatacji, czy zmiany pH. Réwniez nalezy bra¢ pod uwage czynniki aparaturowe, gdzie W
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spektrofotometrii to glownie: niedostateczna monochromatyzacja promieniowania, oraz
wystepowanie promieniowania rozproszonego.

Analizujgc uzyskane wyniki, ktére to znaczagco odstajg warto$ciami absorbancji
w poréwnaniu do pozostatych roztwordéw, nalezy rozwazy¢ mozliwos¢ wystapienia btedow:
systematycznych, metodycznych czy aparaturowych. Wykonaé¢ ponownie pomiar, na nowo
przygotowanym roztworze, zgodnie z procedurg analityczna,

Z nalezyta dbatoscia.

Aparatura, przyrzady, odczynniki

Przed przystapieniem do wykonania oznaczenia nalezy przygotowac:
- spektrofotometr,

- pipeta automatyczna o pojemnosci 10 cm? oraz jednorazowe tipsy,
- zakrecane pojemniki PTE o pojemnosci do 50 cm?,

- bezpylowy recznik papierowy,

- tryskawka z woda dejonizowang MiliQ,

- strzykawki 20 cm®,

- saczki membranowe CA o $rednicy porow 0,45 um,

- kuweta pomiarowa,

- statyw,

- oznakowany pojemnik odbiorczy substancji chemicznych,

- saszetki z odczynnikiem,

-Nitra Ver 3 i 6 firmy Hach Lange

- arkusz kalkulacyjny.

Wygodnym narzedziem do oznaczen sumarycznej zawartosci jonow Il i V w wodach
wysickowych jest spektrofotometr firmy HACH LANGE, dedykowany do analizy wybranych
sktadnikow w probkach wody oraz S$ciekow. Pomiary absorbancji wykonano na
spektrofotometrze HACH LANGE DR2800 (doktadnos¢ fotometryczna:
3 mAbs przy 0,0 do 0,5 Abs, 1% przy 0,50 do 2,0 Abs; powtarzalno$¢ +0,1nm).
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Fot. 1. Spektrofotometr firmy HACH LANGE uzywany do oznaczen w probkach
srodowiskowych

Wszystkie materialy uzywane podczas oznaczenia powinny by¢ uprzednio przygotowane, w
celu uniknigcia wprowadzenia badanego analitu do uktadu, co moze skutkowa¢ wzrostem
warto$ci absorbancji. Do konserwacji oraz mycia materiatow

i przyrzadéw, nalezy uzywaé srodkéw obojetnych chemicznie (np. Extran® MA 02).

Odczynniki i roztwory

Slepa prébka

W celu zachowania doktadnosci i precyzji pomiaru, nalezy kazdorazowo wykona¢ pomiar
absorbancji w danym zakresie dtugosci fali dla $lepej probki. Slepa probke nalezy
przygotowa¢ zgodnie z procedurg przygotowania, jak w przypadku badanego roztworu.
Roztwor stanowiacy §lepa probke, powinna stanowi¢ woda dejonizowana MiliQ, o zerowe;j
zawarto$ci innych substancji interferntnych oraz o zblizonym co do probki stezeniu jonow

chlorkowych.

Krzywa wzorcowa

W celu prawidtowej kalibracji spektrofotometru, nalezy zastosowa¢ metode krzywej
wzorcowej, stanowigcg zalezno$¢ absorbancji od stezenia substancji  wzorcowe;.
W przypadku, gdy zalezno$¢ absorbancji od stezenia, jest okreslona funkcja liniowa, nalezy

wykona¢ minimum trzy punkty kalibracyjne. Wykonanie dwoch punktow jest niezbedne do

9
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poprowadzenia rownania prostej, i odczytania wspotczynnikow a i b dla krzywej wzorcowe;.
Liniowo$¢ uktadu pomiarowego, jest potwierdzana trzecim punktem, ktéry obrazuje rowniez
wzrost stezenia analitu. Dobra praktyka laboratoryjna, wskazuje na wykonanie minimum
trzech pomiarow kazdego punktu. Pozwala to na usunigcie wynikéw odstajacych i
prawidlowe wytyczenie, zaleznosci absorbancji od stezenia analitu. Nalezy przygotowaé od 3
do 10 roztworéw wzorcowych o znanych, $cisle ustalonych stg¢zeniach analitu, tak dobranych,
aby r6znity si¢ o okoto 30 % i obejmowaty swym zakresem st¢zenia analitOw w oznaczanych
roztworach. Kazdorazowo przed wykonaniem serii pomiarow, nalezy sporzadzi¢ krzywa
wzorcowg. Zmiana partii odczynnikOw czy temperatury panujacej w pomieszczeniu moze
wplywac¢ zardwno na zmian¢ kata nachylenia krzywej lub jej przesunigcie. Otrzymane wyniki
nalezy przedstawi¢ w uktadzie wspotrzgdnych: sygnat - absorbancja — stezenie analitu. Do
uzyskanych danych nalezy dopasowac okreslong funkcje. Pomiary nalezy wykonaé przy
okreslonej dhugosci fali, ktéra odpowiada maksimum absorpcji oznaczanej substancji oraz
wzgledem roztworu odniesienia. Uzyskanie prostoliniowego przebiegu zaleznosci A=f(c)
Swiadczy o spelieniu przez badany uktad prawa Lamberta — Beera. Nastgpnie nalezy na
podstawie proste] wyznaczy¢ wspotczynnik kierunkowy, z ktérego nalezy wytyczy¢
wspolczynnik absorpcji oznaczanej substancji.

W celu sporzadzenia roztworéw wzorcowych do krzywej kalibracyjnej o znanych stezeniach,
nalezy uprzednio pozostawi¢ roztwor wzorcowy azotynéw (w odniesieniu do SRM z NIST
NaNO: w H.0 1000 mg/l NO: Certipur®) oraz azotanow (w odniesieniu do SRM z NIST
NaNOs; w H20 1000 mg/l NOs Certipur®) do otrzymania temperatury pokojowej, zalecanej
do wykonania roztworé6w roboczych. Roztwor gtéwny, powinien stanowié certyfikowany
materiat referencyjny, przechowywany zgodnie z zaleceniami producenta, co minimalizuje

wystepowanie bledow systematycznych.

Préobki srodowiskowe

Pobranie probki wod wysiekowych

W celu pobrania probek wod wysickowych w pierwszym etapie, nalezy wytypowac obszar
aktywnego wysicku w strefie brzegowej. Nalezy umiesci¢ lance w osadzie
na glebokosci 10 cm (glgboko$¢ umiejscowienia lancy w osadzie nalezy odczytac
z podziatki). Nastgpnie w zlaczce, w gornej czeSci lancy umiesci¢ strzykawke

o pojemnosci 50 cm®. Wytwarzajac podciénienie uzywajac ttoka, pobraé pierwsza partie

10
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wody. Oprozni¢ strzykawke, czynnos¢ powtorzy¢. Probka wody przeplukaé pojemnik PTE o

pojemnosci 50  cm?®.

Nastepnie  pobra¢  kolejng  prébke  wody,  przela¢
do pojemnika. Probke nalezy przelewa¢ powoli po S$ciance, aby zapobiec natlenieniu
materialu badawczego. Po zapelnieniu pojemnika do objetosci 50 cm?®, umiescié w nim
elektrody: pH, PSU, Eh oraz optod¢ do pomiaru tlenu. Wykona¢ pomiary in situ, przy uzyciu
miernika wieloparametrowego. Elektrody uzyte do wykonania pomiaru powinny by¢
uprzednio skalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta. Wyznacznikiem wystepowania
wysicku wod stodkich jest wartos¢ PSU w stosunku do wody morskiej. Warto§¢ mniejsza o
0.5 PSU od wody morskiej, wskazuje na wystgpowanie wysicku w badanym obszarze. Po
wykonaniu pomiaréw in situ, do lancy nalezy podtaczy¢ w miejsce ztaczki waz teflonowy
polaczony z pompa perystaltyczng. Przed przystapieniem pobierania sprawdzi¢ probke na
obecno$¢ zawiesiny 1 substancji powodujacych metnos¢. Jezeli wystepuje, nalezy
przefiltrowaé prébke, uzywajac celulozowego filtra strzykawkowego o $rednicy porow 0,45
pm podiaczonego do weza. Probke nalezy pobraé, stosujac niskg warto$¢ przeptywu. Pobrad
50 cm?® probki, pojemnik szczelnie zakreci¢ i umiescié w lodowce na czas transportu do
laboratorium. Jesli nie jest mozliwe natychmiastowe wykonanie oznaczenia, probke nalezy
odfiltrowac 1 przechowywac¢ probki w temperaturze ponizej 6°C, przez okres 48 godzin.
Probke mozna roéwniez konserwowaé poprzez mrozenie w temperaturze -20°C, do momentu

wykonania oznaczenia sumy jonéw azotanowych i azotynowych.

Przygotowanie probki do badan

Jezeli probka wody byta konserwowana poprzez mrozenie, nalezy na okres 12 godzin
poprzedzajacych analize przenie$¢ do pomieszczenia z panujaca temperaturg pokojowa w
celu rozmrozenia.

Wykonanie oznaczenia

Kalibracja spektrofotometru

W celu poprawnego wykonania pomiaréw absorbancji, przed przystapieniem do analizy,
nalezy na okres dwoch godzin przed ich wykonaniem uruchomi¢ urzadzenie. Aby oceni¢
poprawnos¢ dzialania spektrofotometru w danym zakresie dtugosci fali, nalezy wykonac seri¢
pomiardéw dla probek o znanym stezeniu. Przed wykonaniem pomiaru absorbancji barwnego
roztworu z uwzglednieniem drogi optycznej, nalezy dobra¢ odpowiednig kuwetg w przypadku

spektrofotometru firmy Hach Lange- 10 ml.
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Procedura analityczna

Procedura analityczna przebiega dwuetapowo. W pierwszym etapie nalezy odmierzy¢ za
pomoca wykalibrowanej pipety 15 cm?® probki, do uprzednio przygotowanego pojemnika,
nastepnie wsypa¢ odczynnik NitraVer 6 do roztworu. Pojemnik szczelnie zamkng¢ i mieszaé
przez 3 minuty. Podczas wstrzgsania, nie cata objetos¢ odczynnika musi ulec rozpuszczeniu.
Probowke odstawi¢ do statywu i odczeka¢ 2 minuty w celu przereagowania odczynnika w
roztworze.Nastgpnie pobra¢ do strzykawki roztwor z probowki. Zalozyé saczek
strzykawkowy CA z membrang o $rednicy 2,5 cm, i $rednicy poréw 0,45 um, dedykowany do
roztworéw wodnych. Usuna¢ pecherzyki powietrza, nastepnie odmierzy¢ do czystej probowki
10 cm?® roztworu. Do tak przygotowanej probki nalezy dodaé odczynnik NitriVer 3 i
delikatnie miesza¢ przez okres 30 sekund. Probowke odstawi¢ do statywu na okres 15 minut,
nastepnie przeniesé objetos¢ 10 cm?® probki do kuwety i wykona¢ pomiar absorbancji przy
dhugosci fali 520 nm dla wod wysiekowych.

W przypadku uzyskania intensywnego zabarwienia nalezy probke rozcienczy¢ przy uzyciu
okreslonej  ilosci  wody MiliQ, a w  pdézniejszym  etapie  uwzglednic¢

w przeliczeniach stezen rozcienczenie.

Obliczenia

Obliczenia rozcienczen do krzywej wzorcowej jonu azotanowego

Na podstawie ponizszych danych 1 uzytych wzoréw w tabeli 1 zestawiono objetosci oraz
stezenia do wykonania krzywej wzorcowej. Do 10 ml roztworu gtéwnego doda¢ 90 ml wody
MiliQ.

Wzorzec (W): C [NOs] = 1000 mg NOs™ It = 16128 pmol-dm™

Standard gtéwny (SDg): 10 mI W - 100 ml = 1612,8 umol-dm™

Standard roboczy 1 (SDr1): 0,04 ml SDg — 50 ml = 0,32256 umol-dm™

Obliczenia rozcienczen

1 -W

M NO3z= 62,0049 g-mol*

C=19/62,0049 g-mol™ = 0,0161277576 mol-dm== 16128 pmol-dm™

Il - SDe

C1-V1=C2-V2

12



8 Narodowe Centrum v»\\

Badan i Rozwoju WaterIiJCK BIOSTRATEG

16 128 umol-dm™- 10 ml = C; - 100 ml

C>=1612,8 pmol-dm™

Obliczenia rozcienczen do krzywej wzorcowej jonu azotynowego

Na podstawie ponizszych danych i uzytych wzoréw w tabeli 2 zestawiono objetosci oraz
stezenia do wykonania krzywej wzorcowej. Do 10 ml roztworu glownego doda¢ 90 ml wody
MiliQ.

Wzorzec (W): C [NOz] = 1000 mg NOz It =21736,53 umol-dm™

Standard gtéwny (SDg): 10 ml' W - 100 ml = 2173,653pumol-dm™

Standard roboczy 1 (SDr1): 0,0328 ml SDg — 50 ml = 0,712958 pmol-dm™

Obliczenia rozcienczen

I -W

M NOz = 46,0055 g-mol*

C=1g/46,0055 g-mol™ = 0,02173653 mol-dm™ = 21736,53 pmol-dm

Il - SDe

C1-V1=C2-V2

21736,53 umol-dm'?’- 10ml=C2 - 100 ml

C2>=2173,653 umol-dm™

Obliczanie wyniku oznaczenia
W celu wyznaczenia st¢zenia analitu w probce rejestruje si¢ odpowiadajacy jej sygnat (w
postaci absorbancji) i odnosi si¢ go do krzywej kalibracyjnej. Ponizej przedstawiono

przyktadowa krzywa wzorcowa dla sumarycznej zawartosci jonow NO2+NOs".

Kkrzywa wzorcowa sumarycznej zawartosci
jonow NO, +NO;

100
80 //‘
60 =35021x-05267
V=o00UslX-U020,
40 R%=0,9996 /
2 /

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
CNO, +NO; [umol dm3]

absorbancja[nm]

Rysunek 1. Przyktadowy przebieg krzywej wzorcowej
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Przeksztalcenie wzoru

As20=35,021 C NO2'+NO3™ - 0,5267

Asyo — absorbancja przy dlugosci fali 520 nm

S

WaterPUCK

C — stezenie sumy jonow NO,+NO3™ (umol-dm™)
C NO2+NO3" (pmol-dm™3)=(Ar10 +0,5267)/35,021

Wyniki

ay

BIOSTRATEG

Tablica 1. Przyktadowy formularz zapisu wynikow absorbancji roztworow wzorcowych

Opis

Stezenie

[umol dm3]

abs1

absz

abss

absa

abss

abss

absg —abs ¢ s11

SDR1

SDR2

SDR3

SDR4

SDR5

SDR6

SDR7

SDR8

Btgd wzgledny

Odnosi warto$¢ bledu bezwzglednego do wartosci rzeczywistej (1) i okre$la tym samym jego

znaczenie dla oznaczenia. Blad wzgledny dla probek o duzym stezeniu nie powinien

przekracza¢ 0,1%, dla oznaczania ilosci sladowych moze przekracza¢ nawet 20%.

E abs
U

szg -

X— U

U

x—u
%eEweg = — 100

Wzgledne odchylenie standardowe

RSD (ang. relative standard deviation), niezalezne od jednostek pomiaru. Jest wyrazone

ilorazem wartos$ci odchylenia standardowego i §redniej z warto$ci pomiaréw:

RSD = -

=i
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RDS jest liczba mniejsza od jedno$ci i wyrazane jest czesto w procentach jako wspotczynnik

zmiennosci (ang. coefficient of variance) CV%.

Blgd bezwzgledny
Okreslany jest jako réznica migdzy zmierzong warto$cig x, a wartoscig rzeczywista. Moze
mie¢ warto$¢ dodatnig lub ujemng i podawany jest zwykle w postaci wartosci bezwzgledne;.

Dla wartosci $redniej z pomiarow jest to rdznica tej wartosci 1 wartosci rzeczywiste;.

Precyzja metody

Precyzja metody jest to stopien zgodno$ci miedzy wynikami uzyskanymi tg samg metoda i na
tej samej probce przy wielokrotnym powtarzaniu oznaczenia. Mozna j3 zdefiniowac jako
rozrzut poszczegolnych wynikow przy powtarzanych do$wiadczeniach w stosunku do
sredniego wyniku z oznaczen. Im wigksza precyzja tym mniejszy rozrzut. Przy powtarzanych
doswiadczeniach nie uzyskujemy nigdy dwoch identycznych wynikéw, a prawidtowe wyniki
uktada sie zawsze zgodnie z rozktadem normalnym
w ksztalcie krzywej dzwonowej. Najlepsza miarg precyzji jest odchylenie standardowe

o (lub jego przyblizenie s). Za precyzj¢ oznaczen odpowiedzialny jest btad przypadkowy.

Czutos¢ metody

W pomiarach spektrofotometrycznych parametrem okreslajacym czulo§¢ metody, jest
molowy wspodlczynnik absorpcji (€). Wartos¢ molowego wspotczynnika absorpcji nie moze
przekroczy¢ wartosci  1,5x105. Najmniejsze stgzenie substancji (mol/l) oznaczalne
spektrofotometrycznie mozna obliczy¢ ze wzoru Lamberta-Beera. Przy zatozeniu,
ze A=0,02 (minimalna absorbancja, ktorg mozna zmierzy¢), 1=2 cm (grubo$¢ kuwety),

a e=104 (molowy wspotczynnik absorpcji $rednio czutej metody spektrofotometrycznej).
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Weryfikacja metody pobieranie probek wod wysiekowych w:
Klostowska Z., Szymczycha B., Kulinski K., Lengier M., Leczynski L., Hydrochemical
characterization of various groundwater and seepage water recources located in the Bay of
Puck, Southern Baltic Sea, E3S Web Conf., 2018, 54, 00013, DOI:
https://doi.org/10.1051/e3sconf/20185400013.

Weryfikacja metody analizy jonéw azotanowych I11 i V w wodach wysiekowych w:
Szymczycha B., Klostowska Z., Kulinski K., Winogradow A., Jakacki J., Klusek Z.,
Grabowski M., Brodecka-Goluch A., Graca B., Stokowski M., Koziorowska K., Rak D., Deep
submarine groundwater discharge indicated by pore water chloride anomalies in the Gulf of
Gdansk, southern Baltic Sea, E3S Web Conf., 2018, 54, 00013, DOI:
https://doi.org/10.1051/e3sconf/20185400035.

Prezentacja na konferencji 25th Salt Water Intrusion Meeting, 17-22 Czerwiec 2018, Gdansk,
Poland autorstwa: Szymczycha B., Klostowska Z, Kulinski K., Winogradow A., Jakacki J.,
Klusek Z, Brodecka-Goluch A., Graca B., Stokowski M., Koziorowska K., Rak D., pod
tytulem Deep submarine groundwater discharge indicated by pore water chloride anomalies in
the Gulf of Gdansk, southern Baltic Sea

Prezentacja na konferencji 2nd Baltic Earth 2018. Czerwiec 11-15, 2018 Helsingor, Dania
autorstwa Szymczycha B., Klostowska Z., Kulifiski K., Winogradow A., Jakacki J., Klusek
Z., Grabowski M., Brodecka-Goluch A., Graca B., Stokowski M., Koziorowska K., Rak D.,
pod tytutem: Deep submarine groundwater discharge indicated by pore water chloride
anomalies in the Gulf of Gdansk, southern Baltic Sea

Podzi¢kowania:

Opracowana metoda to efekt realizacji projektu WaterPUCK 0 numerze
BIOSTRATEG3/343927/3/NCBR/2017 finansowanego w przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju (NCBIR) w ramach programu BIOSTRATEG Il
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